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 論文題名 
Canagliflozin, an SGLT2 inhibitor, normalizes renal susceptibility to type 1 cardiorenal 
syndrome through reduction of renal oxidative stress in diabetic rats. 




 心腎症候群 (cardiorenal syndromes: CRS) は、心臓と腎臓において一方に機能障害が
生じると他方の臓器にも障害がおよぶ病態と定義される。CRSの 5つのタイプの中で、
1 型 CRS は急性の心機能低下にともなう急性腎障害 (acute kidney injury: AKI) を指す。
糖尿病は急性心筋梗塞 (myocardial infarction: MI) 後の AKI 発症の独立した危険因子で
あるが、最近我々は、糖尿病では腎 toll 様受容体 (toll-like receptor: TLR) の活性化を介
して MI後の AKIへの受攻性が亢進することを報告した。しかし血糖降下薬が AKI への
受攻性を軽減するかは不明である。 




ケトン体である β-hydroxybutyrate (βOHB) の血中濃度を増加させること、βOHB は
histone deacetylases (HDACs) の阻害を介して酸化ストレスを減弱させることが報告さ
れている。一方で SGLT2 阻害薬には、使用早期の糸球体濾過量の減少が AKI の危険因
子となる可能性も指摘されている。そこで本研究では、糖尿病における MI 後の AKI
への受攻性亢進に及ぼす SGLT2 阻害薬カナグリフロジン (Cana) の影響を検証した。 
研究方法 
本研究では、25-30 週齢の肥満 2 型糖尿病モデルである Otsuka Long-Evans Tokushima 
Fatty rat (OLETF) と非糖尿病対照である Long-Evans Tokushima Otsuka rat (LETO) を用い
た。 
［実験 1］SGLT2 阻害薬と絶食が 2 型糖尿病における MI後 AKI に及ぼす影響の検討 
(プロトコール 1) 浸透圧ポンプを用いて LETOに vehicleを、OLETFに vehicleまたは Cana 
(1 mg/kg/day) を 2 週間皮下投与した。麻酔調節呼吸下に開胸のみ (sham 手術)、また
は左冠動脈の結紮により MI 作成を行い閉胸した。従って LETO-sham、LETO-MI、
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OLETF-sham、OLETF-MI、OLETF-Cana-sham、OLETF-Cana-MI の 6 群を設けた。 
(プロトコール 2) OLETFに vehicle または Cana を 2 週間投与した後、MI 作成前に 12時
間絶食を行う群を設け、プロトコール 1 と同様に MI を作成した。 
プロコール 1、2 ともに手術後は絶食とし、術後 12 時間の時点で麻酔調節呼吸下に
頸動脈に挿入したカテーテルを用いて血圧・心拍数の測定および採血を行った後、腎
組織および非梗塞領域の心筋組織を採取した。腎組織において、尿細管障害の早期マ
ーカーである neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) と kidney injury molecule-1 
(KIM-1) の発現レベルを免疫染色法と定量 PCR 法で評価した。心不全重症度の評価は、
非梗塞領域心筋における type B natriuretic peptide (BNP) をウェスタンブロット法で定
量評価した。 
［実験 2］SGLT2 阻害薬と絶食が腎 TLR 経路に与える影響の検討 
実験 1で MIを作成した 5 群において、腎組織における TLR サブファミリー、TLR ア
ダプター分子、炎症性サイトカインである interleukin-6 (IL-6)、tumor necrosis factor-α 
(TNF-α)、IL-1β、transforming growth factor-β (TGF-β) およびケモカインである chemokine 
(C-C motif) ligand 2 (CCL2)、CCL3 のmRNA レベルを定量 PCR 法で評価した。 
［実験 3］SGLT2 阻害薬と絶食が腎の酸化ストレスに及ぼす影響の検討 
実験 2と同様の 5群において、腎組織における過酸化脂質 (MDA+4HNE) とキサンチ
ンオキシダーゼ (XO) 活性を測定した。また superoxide anion を産生する NADPH オキ
シダーゼである NOX2 と NOX4 の蛋白および mRNA レベルをそれぞれウェスタンブロ
ット法および定量 PCR 法により評価した。酸化ストレス消去系である Mn-SOD、catalase
ならびにミトコンドリア局在型 sirtuin である SIRT3 はウェスタンブロット法により定
量評価した。 
［実験 4］βOHB が NOX4 発現に与える影響の検討 
ラット近位尿細管細胞株である NRK-52E 細胞を 10%牛血清添加 DMEM で培養した。
無血清 DMEM で 24 時間培養した後に、βOHB (1-2 mM) で 1 時間前処置後、angiotensin 
II (3 μM) を添加し 24時間後に細胞を回収した。ウェスタンブロット法で NOX4 の蛋白
量を定量評価した。 
研究成績 
［実験 1］MI 作成後の死亡率は約 30％で群間に差はなかった。プロトコール 1におい
て、体重、随時血糖は LETO と比較し OLETF で高値であった。OLETF では Cana 投与に
より随時血糖は有意に低下したが体重には変化がなかった。手術前の血中 βOHB レベ
ルは各群で同等であった。平均血圧は LETOと比べて OLETF で 5 mmHg ほど高かったが
心拍数は両者で差がなく、Cana は血圧と心拍数に影響を与えなかった。プロトコール
2 では、絶食により OLETF の血糖は低下したが、Cana 投与によるさらなる低下は認め
なかった。絶食 12 時間後の血中 βOHB 値は、Cana 投与により有意に上昇した。 
術後 12 時間の時点では、血中 βOHB 値は OLETF において MI により軽度の上昇を、
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Cana 投与により顕著な上昇を認めた。各群間で尿素窒素 (BUN) は同程度であったが、
血清クレアチニン (Cr) は OLETF で LETO と比べ低値で、Canaによりこれらの値は変化
しなかった。MI 後の血中 angiotensin II 値は LETO と OLETF で差がなく、Cana や絶食に
よる変化もなかった。また、Cana や絶食によりアシデミアは誘導されなかった。 
プロトコール 1 において、腎組織の NGAL 陽性領域は LETO と OLETF の sham 群の間
に差はなかったが、OLETF のみで MI により尿細管細胞における NGAL 陽性領域が有意
に増加した。Cana 投与では OLETF での MI 後の NGAL 陽性領域の増加を抑制しなかっ
た。NGAL mRNA レベルは LETOの sham 群より OLETF の sham 群で有意に増加していた
が、Cana による影響はなかった。一方、プロトコール 2 において、絶食のみでは MI
後の NGALレベルには影響を与えなかったが、Cana+絶食により NGAL 陽性領域、NGAL 
mRNA レベルがいずれも有意に減少した。KIM-1の免疫染色において、LETO-sham 群で
は染色性をほとんど認めなかったが、OLETF-sham 群では陽性領域が大きかった。この
KIM-1陽性領域は LETOでは MIによる変化はなかったが、OLETFではMI によりさらに
増加した。Cana の投与は OLETF における MI 後の KIM-1 陽性領域に影響を与えなかっ
たが、Cana+MI 前の絶食により有意に減少した。KIM-1 mRNA レベルは免疫染色と同様
の所見だった。 
非梗塞領域心筋の BNP蛋白レベルは LETOと OLETFに差はなく Canaや絶食による変
化もなかった。 
［実験 2］OLETF では LETO と比べ、TLR4、TGF-β mRNA レベルは有意に高値、TLR2、IL-6、
IL-1β、および CCL3 mRNA レベルが高値の傾向であった。Cana は OLETFの TLR4 mRNA
レベルを低下させたが、TLR2、サイトカインおよびケモカインの mRNA レベルを減少
させず、絶食もこれらの遺伝子発現に影響を及ぼさなかった。 
［実験 3］腎組織 MDA+4HNE 量は LETO と比較して OLETF で増加しており、Cana ある
いは絶食のみでは変化がなかったが、Cana+絶食でその増加が抑制された。一方 XO 活
性は LETO よりも OLETFで有意に増加していたが、Cana や絶食による変化はなかった。
NOX2、NOX4 の蛋白量ならびにmRNA レベルは、OLETFで LETO と比較し有意に増加し
ていたが、Cana+絶食により抑制された。Mn-SOD、catalase、SIRT3 の蛋白レベルは OLETF
と LETOで変わりなく、Cana や絶食による影響もなかった。 
［実験 4］Angiotensin II 投与により NOX4 蛋白レベルは増加し、βOHB 1 mM、2 mM の









腎組織の過酸化脂質量、NOX2、NOX4 レベル、XO 活性に加え、TGF-β mRNA レベル
も LETO と比べ OLETF で増加していたことから、renin-angiotensin-aldosterone (RAA) 系
の活性化が NOXs発現の増加に関与する可能性が考えられた。一方で Cana 投与により
NOX2、NOX4 は低下したものの XO活性は低下しなかった。従って NOXsを介した酸化
ストレス亢進が OLETF における 1 型 CRS の主要因であり、Canaの治療標的と考えられ
た。 
Cana による腎障害軽減や過酸化脂質レベル、NOXs 発現の低下は MI前にラットを絶
食にすることで発揮された。OLETF における MI 前の血中 βOHB 値は Cana 投与のみの
群と比較して Cana+絶食群で約 2 倍高く、さらに腎 NGAL 陽性領域は MI 前の βOHB 値
とは逆相関 (r=-0.41) を認めた。従って、Canaによる腎保護効果には βOHB の上昇が寄
与すると考えられた。しかし、その相関係数を考慮すると、近位尿細管の酸素消費量
の低下や細胞老化の抑制など他の機序が関与する可能性は残る。 
NRK-52E 細胞を用いた検討においても、βOHB の前処置が angiotensin IIによる NOX4





既報と異なり、本研究において Canaが絶食なしで NOX4 の発現を抑制できなかった
理由として、投与期間が 2 週間と短かったこと、OLETF は過食モデルのため絶食時間
が短く血中ケトン体が上昇しにくかった可能性が挙げられる。しかし臨床的には、
SGLT2 阻害薬の長期投与により血中ケトン体の上昇は 1 日を通じて観察されることか
ら、βOHB による腎保護は SGLT2 阻害薬を内服中の糖尿病患者において期待できると考
えられた。 
本研究の limitationとして、AKIは MI後 12 時間までしか評価できていないこと、Cana




 2 型糖尿病モデルラットにおける MI後の AKIへの受攻性の亢進は、NOXs を介した酸
化ストレスの増大が関与すると考えられた。この機序による AKI 受攻性の亢進は、適
切な絶食期間を与えた Cana による治療で改善する。 
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Canagliflozin, an SGLT2 inhibitor, normalizes renal susceptibility to type 1 
cardiorenal syndrome through reduction of renal oxidative stress in diabetic rats. 
(SGLT2 阻害薬カナグリフロジンは腎の酸化ストレス軽減を介して糖尿病に
よる 1 型心腎症候群への受攻性亢進を正常化する) 
結果の要旨  
 
本研究では、2 型糖尿病のモデル動物である OLETF ラットとその正常対照である




あるカナグリフロジンの投与と 12 時間の絶食は、糖尿病による 1 型心腎症候群の増悪を
有意に抑制すること、またその機序には血中のケトンレベルの上昇によって腎臓におけ
る NOX4 増加が抑制され、酸化ストレスが軽減することが関与することが明らかとなっ
た。本研究は大規模臨床試験で示された糖尿病患者に対する SGLT2 阻害薬の腎障害抑制
効果の一端を解明するとともに、心腎症候群の抑制を介した腎保護効果の臨床応用に道
を開く研究であり、博士の学位授与に値すると審査委員全員より評価された。 
 
 
